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转蜘蛛杀虫肽与 !"毒蛋白 #肽基因小黑杨
对杨扇舟蛾的抗性

范海娟，胡春祥!，王志英，刘桂丰
（东北林业大学林学院，哈尔滨 7-))+)）

摘要：为评价转蜘蛛杀虫肽与 :#毒蛋白 9肽融合蛋白基因小黑杨对杨扇舟蛾 -)’.#/0$ $&$"1’0/#$（Q=%’>">DI）的抗性，
采用苗木套笼饲喂法和石蜡切片法，对取食转基因小黑杨的杨扇舟蛾幼虫的发育、死亡情况和中肠结构进行了研

究。结果表明，杨扇舟蛾幼虫分别取食 LLE（转基因无性系 E）、LL7（转基因无性系 7）和 9R（非转基因对照）小黑杨后
总历期依次为 E-G*E天、E)GE,天和 (/G.+天，幼虫化蛹率依次为 7(G7S、(,GES和 ++GES，平均蛹重依次为 )G7)..
T、)G7.7+ T和 )G7/,E T。转基因小黑杨能明显延长杨扇舟蛾幼虫的发育历期，降低化蛹率和蛹重。同时，转基因小
黑杨有抑制幼虫蜕皮、增加其死亡率和致蛹畸形的作用，且能破坏幼虫中肠，使中肠细胞排列松散、肠腔食物减少、

中肠变形，其破坏作用随时间延长而加剧。一般来讲，LLE对杨扇舟蛾的各种影响作用均大于 LL7。
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小黑杨（2’34)4. .+(’&++ _ 2 M &+*0$）是人工培育
的优良单株，具有抗寒、抗旱、耐瘠薄、耐盐碱、速生

等优良特性，是三北地区重要的绿化树种和造纸、民

用建筑的优质原料（周以良等，7,/*
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）。但由于各种



害虫的危害，其材积生长、木材质量、木材利用率大

大降低，严重影响了其经济、生态和社会效益的发

挥。杨扇舟蛾 !"#$%&’( ()(*+#’&%(（!"#$%&%’(）是其主
要害虫之一，大发生时可将杨树叶片吃光，只剩下残

枝秃梗，影响材质生长，降低绿化效果，并常导致杨

树蛀干害虫的发生，造成树木死亡（张宝祯等，

)**+）。
为防治杨树害虫，人们曾采用多种办法，其中化

学防治居多。化学药剂的广泛应用给环境带来巨大

压力，也不利于生态平衡，而转基因技术能够有效克

服这些缺点（张峰等，,--,；.’/"01(23 &% (" 4，,--5），
因而成为学者们研究的热点。后来，有学者发现昆虫

易对单一杀虫蛋白产生耐受性，并认为防止害虫产生

耐受性的最有效的方法是联合使用两种或两种以上

不同杀虫机制的抗虫基因（6%"/ &% (" 4，,---；范贤林
等，,--)；张继红等，,--7；张冰玉等，,--5）。
本实验中转基因小黑杨所携带的就是同时具有

两种不同杀虫机制的基因：蜘蛛杀虫肽与 89 毒蛋
白 :肽基因。目前该两种基因已被成功转入棉花、
白桦、小黑杨（郑树松等，,--,；薛珍，,--7；常玉广，
,--7），但抗虫性试验还处于起步阶段，仅见白桦和
小黑杨对舞毒蛾抗性的相关报道。转基因白桦能延

长舞毒蛾幼虫发育历期、抑制体重增长、减少取食

量、并能杀灭幼虫（薛珍，,--7）；转基因小黑杨对舞
毒蛾幼虫平均体重、校正死亡率具有显著的影响（姜

静等，,--7）。作者以转入该两种基因的单倍体小黑
杨和杨扇舟蛾为对象，通过测定幼虫的发育及死亡

情况来研究转基因植株对杨扇舟蛾的毒性。

! 材料与方法

!"! 转基因单倍体小黑杨
转入蜘蛛杀虫肽与 89毒蛋白 :肽基因的单倍

体小黑杨 66)（转基因无性系 )）和 66;（转基因无性
系 ;）及其对照 :<（未转基因的单倍体小黑杨植
株），均由东北林业大学林木遗传育种实验室提供。

!"# 试虫

,--7年 + 月于东北林业大学哈尔滨试验林场
采集杨扇舟蛾老熟幼虫，以 :<喂养至化蛹，待羽化
后将成虫分别接于套笼的 :<、66) 和 66; 植株上，
令其交尾、产卵、卵自然孵化。

!"$ 苗木套笼饲喂方法
将 66)、66;和 :<植株的叶片用脱脂棉或纱布

蘸蒸馏水擦净，晾干后将洗净的 =-目虫网套上，下
端扎紧，接初孵杨扇舟蛾幼虫，扎紧上端的入口。每

笼 ;5头，设 7个重复，每天观察一次幼虫行为变化
和发育、死亡情况。

!"% 幼虫中肠结构变化的观察
按苗木套笼饲喂方法接杨扇舟蛾 ) 龄幼虫，

66)、66;和 :<处理各设 ,个重复，每个重复 ;-头。
从幼虫第一次取食叶子开始计时，每 ,7 >（因受实
验条件的限制取材的间隔时间未能严格控制在 ,7
>）取一次幼虫放入 8?’%/ 氏固定液中固定，用苏木
精@伊红法染色，制成连续石蜡切片（刘世新，,--7；
薛珍，,--7），显微摄影，以研究外源基因表达的杀虫
蛋白的杀虫作用。

!"& 实验数据处理
根据苗木套笼饲喂时的记录计算杨扇舟蛾发育

历期和死亡率，并对幼虫的发育历期、死亡率、蜕皮

指数进行单因素方差分析（用 AB&0C ,---处理）和最
小显著差数法（DE.法）多重比较（陈华豪等，)**,）。
死亡率百分数经反正弦转换后进行相应统计分析。

蜕皮指数 F（)龄 G头数 H⋯，H ) 龄 G头数）I总头
数。

# 结果

#"! 转基因小黑杨对杨扇舟蛾幼虫各龄期历期的
影响

取食 66;小黑杨的幼虫各龄发育历期明显长于
取食 66)和 :<小黑杨的幼虫相应值，取食 66) 小
黑杨的幼虫各龄发育历期明显长于取食 :<小黑杨
的幼虫相应值，说明转基因小黑杨能明显延长各龄

幼虫的发育，66;的延缓发育作用大于 66)（表 )）。
表 ! 取食不同小黑杨的杨扇舟蛾各龄幼虫发育历期

’()*+ ! ’,+ -+.+*/01+23(* 43(5+4 /6 !"#$%&’( ()(*+#’&%( *(7.(+ 6+- /2 -866+7+23 98(/,+8 0/0*(74

材料 J?KC"$(
各龄幼虫平均发育历期 L10$"M0 N010C?KO0/9"C (9"M0 ?P C"$1"0（N）

)龄 )(9 %/(9"$ ,龄 ,/N %/(9"$ ;龄 ;9> %/(9"$ 7龄 79> %/(9"$ 5龄 59> %/(9"$
66; 7Q*, R -Q-, L =Q)S R -Q-7 L 5Q7, R -Q-= L SQ)) R -Q-; L ))Q-- R -Q-7 L
66) 7Q,7 R -Q-; 8 7Q+7 R -Q-, 8 5Q;, R -Q-7 8 +Q-* R -Q-, 8 *Q-- R -Q-; 8
:< 7Q-; R -Q-, : 7Q,- R -Q-7 : 5Q)) R -Q-, : =Q=- R -Q-, : SQS- R -Q-= :

注 T?90(：表中数据为平均值 R标准差（) F 7），同列数据后不同字母表示在 -Q-)水平差异显著。下同。."9" %/ 9>0 9"#C0 "$0 O0"/ R ,-（ ) F 7），
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!"! 转基因小黑杨对杨扇舟蛾幼虫死亡率的影响
转基因小黑杨具有增加杨扇舟蛾幼虫死亡率的

作用，!!"的作用强于 !!#，且二者的差距在实验初
期表现明显（表 $）。

表 ! 取食不同小黑杨的杨扇舟蛾幼虫平均累计死亡率（#）

$%&’( ! $)( %*(+%,( -./.’%01*( /2+0%’103（#）24
!"#$%&’( ()(*+#’&%( ’%+*%( 4(5 26 5144(+(60 71%2)(1 828’%+9

材料 %&’()*+
取食时间 ,--./01 2/3-（.）

4 #5 #4
!!" "467" 8 #69# : 9567; 8 #6"4 : 9#6<# 8 $6#" :
!!# "$6"5 8 #697 = ""6>4 8 567; = "<6;> 8 $6## :
?@ $<659 8 #6;> ? $764" 8 #6>5 ? $7649 8 #6>5 =

!": 转基因小黑杨对杨扇舟蛾幼虫蜕皮指数的影
响

转基因小黑杨在 #$ 天、#7 天时具有明显抑制
幼虫蜕皮的作用，此后抑制作用减弱，!!"的作用明
显强于 !!#（表 "）。

表 : 取食不同小黑杨的杨扇舟蛾幼虫蜕皮指数

$%&’( : $)( (-53919 165(;(9 24 !"#$%&’( ()(*+#’&%(
’%+*%( 4(5 26 5144(+(60 71%2)(1 828’%+9

材料 %&’()*+
取食时间 ,--./01 2/3-（.）

#$ #7 $9
?@ $6;>4 8 5657" : "64<; 8 5655$ : 96$55 8 565># :
!!# $6<79 8 56575 = "6$94 8 5655# = 96#$5 8 5655$ :
!!" $6"57 8 565#; ? "655$ 8 565#7 ? 965;9 8 5657" :

!"< 转基因小黑杨对杨扇舟蛾幼虫化蛹的影响
在实验中取食 ?@、!!#和 !!"小黑杨的幼虫均

有部分化蛹，其化蛹率依次为 996"A、$;6"A和
#$6#A，平均蛹重依次为 56#7;" 1、56#<#9 1 和
56#5<< 1，可见转基因小黑杨 !!#和 !!"对幼虫的化
蛹率、蛹重均有影响，!!"对杨扇舟蛾的影响作用强
于 !!#。从蛹的个体大小、形态上也体现出这一点。
取食对照的蛹比取食处理的蛹大且浑圆饱满，处理

蛹多数小而瘦弱（图版!：:，从左到右依次为 ?@、
!!#、!!"）。另外，在实验中还发现取食转基因小黑
杨 !!"的幼虫出现畸形蛹，而取食对照小黑杨的幼
虫无畸形蛹出现。畸形蛹个体小，发育不全，外表皱

缩，可见未发育好的足、翅（图版!：=，?）。在取食
转基因小黑杨的幼虫中，有的幼虫不能化蛹或化蛹

一半即死亡。

!"= 转基因小黑杨对杨扇舟蛾幼虫中肠结构的影
响

取食 ?@小黑杨的幼虫中肠细胞排列规则、紧
密，细胞核明显（图版!：B）。取食 !!"小黑杨 <5 C

后幼虫中肠细胞排列变得松散，整个环形中肠结构

出现裂缝，有的细胞顶部膨胀，向肠腔突出，并有碎

裂的残屑脱落到肠腔内，而且肠腔内几乎没有食物

残渣（图版!：D）；取食 !!#小黑杨 <9 C后的幼虫也
有类似情况（图版!：,）。但从幼虫中肠细胞的碎
裂、中肠的变形程度以及肠腔内容物的多少上看，取

食 !!"的幼虫比取食 !!#的幼虫受损严重。随着取
食时间的延长，幼虫中肠组织受损加重。取食 !!"
小黑杨 $$5 C的幼虫中肠细胞形状变得不规则，并
有脱落的细胞残屑（图版!：E）。取食 !!#小黑杨
$>9 C的幼虫中肠某些部位细胞消失，使中肠产生缺
口（图版!：F）。随取食时间延长，幼虫中肠变形严
重、缺口更大。取食 !!# 小黑杨 "<7 C 的幼虫中肠
肠壁细胞的环形结构有的部位产生较大缺口，仅留

下肠壁细胞外围的环肌（图版!：G），有的部位中肠
细胞呈团状（图版!：H）。取食 !!#小黑杨 4<> C的
幼虫中肠细胞折叠堆积在一起，在中肠上形成多个

向外围突出的褶皱（图版!：@）。幼虫取食 !!"小
黑杨 957 C后其中肠结构严重变形，已无法分辨出
单个的肠壁细胞，而且肠壁细胞完全与环肌分离，肠

腔内已无任何食物，仅余一点细胞残屑（图版!：
I）。

: 讨论

本实验结果表明，转基因小黑杨可延长杨扇舟

蛾幼虫发育历期、抑制其蜕皮并增加其死亡率，还有

降低蛹重、致蛹畸形的作用；在所测试的 $个转基
因无性系中，!!"对幼虫发育的影响作用大于 !!#。
姜静等（$559）用转基因小黑杨饲喂 $龄舞毒蛾得到
类似的结果：即抑制幼虫平均体重的增长，并使校

正死亡率在 #9 天时达到 >"6$A J <76;A。说明可
以增加供试害虫种类、采用多个抗性评价指标来更

全面地反映抗虫基因对昆虫的抑制作用。

本实验还观察到取食未转基因的单倍体小黑杨

（?@）的杨扇舟蛾幼虫中肠细胞排列规则、紧密，而
取食转基因小黑杨的幼虫中肠则有不同程度的损伤

或变形。从取食转基因小黑杨的幼虫中肠细胞的碎

裂、脱落程度、整个中肠的变形程度以及肠腔内容物

的多少上判断，取食 !!"的幼虫比取食 !!#的幼虫
受损严重。尽管供试幼虫存在个体上的差异，通过

观察仍可发现转基因小黑杨对幼虫中肠破坏作用的

规律性：即随着时间的延长，取食同一转基因无性
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系小黑杨的幼虫中肠细胞排列的紧密程度、细胞形

状的规则性在下降，变形和解体程度在增加，幼虫肠

腔内容物含量在减少。可见转基因小黑杨所表达的

杀虫蛋白具有一定的破坏幼虫中肠结构、降低其食

物摄取量和营养吸收能力，进而杀死幼虫的作用。

这与转入 !"基因的抗虫植物能破坏幼虫中肠结构、
降低其营养吸收能力、最终杀死幼虫的报道相吻合

（束春娥等，#$$%；&’，#$$%；()*+,,+-，#$$.；&/01)2，
#$$3；450)67819+，#$$$）。
围食膜是保护昆虫中肠的天然屏障，如被破坏

就增大了中肠上皮细胞受侵害的机率，缩短了昆虫

的死亡时间（张小霞等，:;;%）。用转基因白桦饲喂
的舞毒蛾的围食膜也有受破坏的现象（薛珍，:;;<），
但在本实验中尚未发现杨扇舟蛾幼虫的围食膜遭破

坏，这可能与寄主植物、昆虫种类、昆虫发育阶段和

镜检材料的制备等的差异有关。如果供试昆虫对寄

主植物敏感、处理时间长且镜检材料的制备得当可

能就更易观察到围食膜被破坏的现象。

昆虫体内解毒酶活性的变化可能与抗虫基因作

用的发挥有关。当小菜蛾 !"#$%""& ’(")*$%""& 对阿维
菌素抗性增强时其体内羧酸酯酶、谷胱甘肽转移酶

的活性增大（李腾武等，:;;;）；寄主植物的改变引起
棉蚜的某些品系对药剂抗性下降时，其乙酰胆碱酯

酶和羧酸酯酶活力也较低（王开运等，:;;#）；取食
转 !"基因欧洲黑杨的美国白蛾幼虫中肠多功能氧
化酶、酯酶、羧酸酯酶的活性受到明显抑制（&+8= %$
&" >，:;;#）。可见在解毒酶活性强时昆虫一般会对
药剂或杀虫基因有较强抗性。从昆虫体内解毒酶的

活性变化入手可能有助于发现转入蜘蛛杀虫肽与

!"毒蛋白 ?肽基因单倍体小黑杨的抗虫机理，从而
更好地评价其在害虫防治中的作用。

致谢 东北林业大学林学院姜静教授、金永岩老师

在实验过程中给予指导并提供了实验场所，在此表

示诚挚的谢意。
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